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"摘 要# 背 景 与 目 的!多 结 节 肝 癌 的 起 源 既 有 单 一 原 发 肿 瘤 的 肝 内 转 移&又 有

各个结节单独存在的多中心性发生’ 我们对肝内转移组和多中心发生组多结节肝

癌组织的全蛋白质表达谱进行比较分析&希望筛选出在多结节肝癌细胞克隆起源

过程中发挥重要作用的差异蛋白分子’ 方法!应用双向凝胶电泳分离肝内转移组

及多中心发生组多结节肝癌组织总蛋白&对两组间蛋白差异点应用质谱进行分析

及数据库搜索(鉴定’ 结果!肝内转移组平均检测到$2:05‘50%个蛋白点$*a9%&多

中心发生组平均检测到$3::‘37%个蛋白点$*a9%’ 筛选出差异蛋白点 05 个&应用

质谱鉴定出其中核纤层蛋白 b c . 异构体 0 等 0: 种差异蛋白质’ 结论! 多中心发

生组与肝内转移组多结节肝癌的蛋白表达谱存在差异’ 鉴定出的 0: 个差异表 达

蛋白可能参与肝癌的发生(发展(侵袭(转移&有可能成为潜在的(有应用价值的多

结节肝癌细胞克隆起源鉴别分子标志’
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肝 细 胞 癌 !!"#$%&’"(()($* ’+*,-.&/+" 011#是

全 球 常 见 的 恶 性 肿 瘤 $ 在 肝 癌 中 " 多 结 节 者 占

2345674 %6&$多 结 节 肝 癌 的 起 源 既 有 单 一 原 发 肿

瘤 的 肝 内 转 移 ’-.%*+!"#+%-, /"%+8%+8-8" 9:("又 有

各 个 结 节 单 独 存 在 的 多 中 心 性 发 生 )/)(%-,".%*-,
&,,)**".,"":;(%<&$ 运用比较蛋白质组学!,&/#$*$%-="
#*&%"&/-,8(研究策略研究蛋白质的差异表达谱"通

过比较不同病理生理条件下组织 > 细胞表达的全部

蛋白质或亚细胞蛋白质中的差异蛋白质分子"可能

筛选出有临床应用价值的分子标记物和治疗靶标"
对肿瘤的诊断*治疗和预防具有深远的影响$ 本研

究应用双向凝胶电泳!<?@A(结合基质辅助的激光

解 吸 离 子 化B飞 行 时 间 质 谱 !:CD@9?E;F?:G(技

术" 对 9: 组和 :; 组多结节肝癌组织的全蛋白质

组表达谱进行分析"以期发现在多结节肝癌细胞克

隆起源过程中发挥重要作用的差异蛋白分子"为筛

选可鉴别肝癌细胞克隆起源的蛋白标志物及建立

诊断模型奠定基础$

! 材料与方法

!"! 组织样本

6H 例多结节肝癌组织标本均来自广西医科大

学第一附属医院 3HHI53HHJ 年手术切除肿瘤组织"
均经术后病理学检查证实$所有患者术前均未行化

疗"收取组织标本前均已履行告知义务"并签署知

情同意书$
!"# 多结节肝癌细胞克隆起源分析

同一细胞克隆起源的癌结节间基因表达一致"
为单中心性起源+不同细胞克隆起源的癌结节的基

因表达不一致或不全一致"为多中心性起源%K"I&$ 本

研 究 以 LMK*CFL 蛋 白 免 疫 组 化 分 析 "#MK "N&.J*
O,(?6H 基 因 突 变 分 析" 线 粒 体 @PC!/-%&,!&.Q*-$(
@PC"/%@PC( @?D&&# 区序列分析共 M 项指标联合

判别多结节肝癌各癌结节细胞克隆起源的异同$如

多结节肝癌中各癌结节 M 项指标相同者"判定为细

胞克隆起源相同"即为 9:+如多结节肝癌中各癌结

节 M 项指标不相同或不完全相同者"判定为细胞克

隆起源不相同"即为 :;$ 根据上述标准"6H 例中 M
例鉴别为 9:"M 例鉴别为 :;$ :; 组 M 例 均 为 男

性+年龄 <75RI 岁"中位年龄 II 岁"共 6H 个结节$
9: 组 M 例中男性 I 例"女性 6 例+年 龄 KH5R< 岁"
中位年龄 I6 岁"共 6< 个结节$
!"$ 组织样品总蛋白抽提

分别取 :; 组各标本" 每例标本切取 HS2 T 组

织"以生理盐水冲洗净+混合称重后移入预冷研钵

内"边加液氮边研磨至组织成粉末状"将粉末完全

移 入 < /D AL 管$ 按 每 MH /T!KH5UH /T(组 织 加

入IHH !D 裂 解 液 抽 提 总 蛋 白 $ 冰 浴 振 荡 2 !"
2< HHHV! IW离心 RH /-."吸取上清"X*+QY&*Q 法检

测蛋白浓度"BUHW分装保存$ 同法处理 9: 组标本

抽提出总蛋白$
!"% 双向凝胶电泳及图像分析

参 照 C/"*8!+/ X-&G’-".’"8 3?@A 用 户 手 册 进

行双向电泳" 蛋白质上样量为 IHH !T$ 第一向在

9LZ #!&* 水平电泳仪上进行等电聚焦"上样总体积

为 <MH !D"水 化 2< ! 后 进 入 等 电 聚 焦 阶 段+电 压

升至 U HHH [" 累积电压达 MK \[,! 时结束聚焦$
聚焦后胶条先后在含二硫苏糖醇!24(和碘乙酰胺

!<SM4(的平衡液中平衡 2M /-."后移至 2<SM4的聚

丙烯酰胺凝胶上进行十二烷基硫酸钠B聚丙烯酰胺

凝 胶 !G@G?LCZ( 电 泳 "2MW 持 续 至 溴 酚 蓝 到 胶

底"用双胺银染法!分析胶(和考马斯亮蓝!制备胶(
染色$ 扫描获取图像" 用 9/+T":+8%"* <@ L(+%-.)/
RSH 软 件!C/"*8!+/ X-&8’-".’"8 公 司(行 斑 点 检 测

和匹配分析$筛选表达水平差异!< 倍"且在!MH4
的胶中均存在的蛋白点进行质谱分析$
!"& 蛋白质鉴定及数据库搜索

从制 备 胶 上 挖 取 差 异 蛋 白 点" 脱 色 液 脱 色 <
次" 乙腈脱水 < 次" 加 2<SM .T >!D 胰蛋白酶溶液

KJW酶解过夜$ 加多肽提取液孵育 <H /-. 后吸取

上清液并重复 2 次"获得的多肽混合液在氮气中干

燥$ 加 HSJ !D 基质充分混匀点样于 :CD@9 加样板

上"进入 CX9 IJHH E;F > E;F 质谱仪进行肽指纹谱

和串极质谱鉴定$ 质谱数据送入 P1X9 非冗余数据

库"通过 :CG1;E 引擎检索$

# 结 果

#"! 多结节肝癌组织蛋白质表达谱分析结果

分别取 9: 组及 :; 组内混合组织样本的总蛋

白进行 K 次 <?@A" 以保证实验的重复性$ 共获得

9: 组*:; 组各 K 块 <?@A 胶图谱+ 两组蛋白表达

谱类似" 蛋白多集中分布于 #9 I5U 间的区域 !图

2($ 用 9/+T" :+8%"* <@ L(+%-.)/ RSH 软件将凝胶分

成 < 个类别进行点的鉴定分析"9: 组 平 均 检 测 到

!2H<M]M3(个 蛋 白 点 !"^K(":; 组 平 均 检 测 到

!7HH]7U(个蛋白点!"^K($ 选择其中 <?@A 效果好*
点数多的胶作为参考胶" 进行两组间的匹配分析

%9: 组与 :; 组匹配点数!RUH]I<(个"组间匹配率

苏 铭!等S 肝内转移与多中心发生多结节肝癌的比较蛋白质组学分析 !"
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为 !"#!$!"筛选出差异 % 倍及 % 倍以上#覆盖率超

过 "&$的蛋白点 %" 个$
!"! 差异蛋白质点的质谱鉴定结果

从相应的考马斯亮蓝染色的制备胶中挖取差

异 较 大 的 %" 个 蛋 白 质 点 进 行 ’()*+,-./,’0 质

谱分析"鉴定出核纤层蛋白 ( 1 2 异构体 % 等 %& 种

蛋 白 质%蛋 白 质 评 分!!&&"蛋 白 质 鉴 定 结 果 见 表

3#表 %’ 其中 3& 种在单中心肝癌组织中表达上调

%图 %&"3& 种在单中心肝癌组中表达下调 %图 4&’
为保证取点的准确性"每个点均从两块胶中挖取分

别进行酶解鉴定"得到的质谱结果一致’ "5%4 号点

的肽质量指纹图谱和串极指纹图谱见图 6’

# 讨 论

+’ 及 ’. 肝癌在治疗方法和预后上存在着明

图 3 多中心发生多结节肝癌组织和肝内转移多结节肝癌

组织蛋白 %,*7 银染图
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表 ! 肝内转移组较多中心发生组上调的差异蛋白质点质谱鉴定结果
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表 C 肝内转移组较多中心发生组下调的差异蛋白质点质谱鉴定结果
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显不同!!""#$ 临床上对此加以区分对治疗前的评估%
治疗方法的选择和治疗后生存的预测有重要意义$
目前采用分子生物学技术鉴别 #$ 与 $% 尚存在一

定 的 局 限$ 如 &!’ 突 变 在 肝 癌 中 表 达 率 较 低 !(#$
)*+,- +./001 区的突变可能发生在肝癌发展过程

中的任何阶段"对所有癌结节进行检测均未发现突

变的病例"确定各个结节细胞克隆来源较困难$ 本

研究应用双向凝胶电泳结合质谱技术分析多结节

肝癌中 #$ 组与 $% 组的蛋白质表达谱" 结果显示

两 组 间 存 在 热 休 克 蛋 白 "2 &34&"2’% 波 形 蛋 白

&56)78*68’等差异蛋白"从蛋白质 组 学 方 面 为 鉴 别

多结节肝癌的 #$ 与 $% 提供了新的线索" 为寻找

更灵敏的蛋白质标志物奠定了一定的实验基础$但

由于 9.+: 等实验过程中仍然存在样本例数局限%
样本处理%染色等一些不稳定因素"可干扰实验的

重复性( 对初步筛选出来的 #$ 组与 $% 组多结节

肝癌的差异性蛋白质"仍需进行相应的验证及进一

步研究$
我 们 应 用 9.+: 结 合 $-/+#.;%<.$4 技 术 从

#$ 组与 $% 组间鉴定出 92 种差异表达蛋白$ 这些

初步鉴定的差异蛋白质中有近一半是参与物质代

谢和生物转化相关的酶"其他还包括有与细胞生物

信号转导%细胞运动调控%免疫调节%凋亡调控等相

关的蛋白质$ 上述的差异表达蛋白中"部分差异蛋

白如乙醛酸还原酶 = 羟基丙酮酸还原酶% 衰老相关

基因 > 蛋白% 人血清白蛋白突变体 ?9@A1 等在肝

癌中的表达变化在类似研究中为新报道"其在肝癌

发生%侵袭%转移中的作用需进一步研究%验证$
在 鉴 定 出 的 92 种 蛋 白 中"> 种 蛋 白 参 与 了 物

质代谢和生物转化"但这些酶或蛋白与肿瘤发生发

展直接相关的较少$提示这些蛋白在癌变过程中的

表达变化可能是伴随性改变"以适应肿瘤细胞失控

性生长的高代谢需要$ ;BCBDE6)B 等 !A#发现烯醇化

酶 ! 在丙肝病毒&3FG’相关性 3FF 组织中比在相

应的非肿瘤肝组织中表达明显增强"且其表达随肿

瘤的去分化增高" 在分化差的 3FF 中其水平明显

高于分化好的 3FF( 免疫印迹分析和免疫组化证

实该蛋白的表达与肿瘤大小和静脉侵袭成正相关$
另 /6 等 !>#的 研 究 发 现"烯 醇 化 酶 ! 在 肝 癌 组 织 中

比在癌旁组织表达上调近 ’ 倍$在本研究中烯醇化

酶 ! 为 #$ 组 中 的 特 异 性 表 达 点" 考 虑 与 肿 瘤 侵

袭%转移阶段细胞生长迅速"有氧氧化减弱"更依赖

糖酵解供能有关$ 有研究发现在肝癌中烯酰辅酶 -
水合酶&:F34’的表达降低 !@2#$ 另有研究表明"任何

降低线粒体氧化磷酸化功能的事件均可促进氧化

组 织 中 发 生 转 化 的 细 胞 或 肿 瘤 细 胞 的 增 殖"呼 吸

图 9 肝内转移组比多中心发生组上调的蛋白质点

<6HIJ7 9 K1.J7HILB*7M 7N1J7DD608 1J0*768D 68 OJ0I1 #$
6M78*6P67M QR $-/+#.;%<.$4

9.+: H7L 0P 1J0*768D M7*7S*7M QR D6L57J D*B6868H 68 68*JBE71B*6S
)7*BD*BD6D HJ0I1 &OJ0I1 #$’ 6D 1J7D78*7M( !!!(> = !!A2 D10*D BJ7
6M78*6P67M BD B DB)7 1J0*768T

图 ’ 肝内转移组比多中心发生组下调的蛋白质点

<6HIJ7 ’ +0U8.J7HILB*7M 7N1J7DD608 1J0*768D 68 OJ0I1 #$
6M78*6P67M QR $-/+#.;%<.$4

9.+: H7L 0P 1J0*768D M7*7S*7M QR D6L57J D*B6868H 68 )IL*6S78*J6S
0SSIJJ78S7 HJ0I1 &OJ0I1 $%’ 6D 1J7D78*7M( !!!"’ = !!"V D10*D
BJ7 6M78*6P67M BD B DB)7 1J0*768T
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酶 复合体大量减少与肿瘤细胞快速增长和侵袭性

增加密切相关!!!"# 本研究中线粒体 "#$% & 前体在

’( 组 中 表 达$而 在 )’ 组 中 未 见 表 达 $支 持 上 述

观 点%
$%*+, 和 $%*-, 为热休克蛋白的两个重要家

族&具有高度的物种保守性% $%*-, 在体内的功能

主要包括应激’免疫调节’抗凋亡’信号转导等# 有

文献报道 $%*-, 与表达于乳腺癌细胞膜的 !."& 整

合素结合&可提高后者活性&而肿瘤细胞的增殖和

肿瘤的转移’侵袭都依赖于 !."& 整合素的活性&认

为 $%*-, 在 乳 腺 癌 细 胞 的 转 移 中 发 挥 了 重 要 作

用!&/"# 012345671 等!&."研究发现&$%*-, 在 $#8相 关

性 $## 组织中表达上 调# 在 本 研 究 中 9:3;<2=>5>

($%*-,)在 )’ 组中较 ’( 组中表达上调&支持以上

观点% 葡萄糖调节蛋白 +? (@A19=7< 2<@1A36<B ;2=6<5>&
CD*E?)& 又 名 免 疫 球 蛋 白 重 链 结 合 蛋 白 (6:<
5441>=@A=F1A5> :<3GH 9:35> F5>B5>@ ;2=6<5>&I5;)&
与 $%*E, 家族具有高度同源性& 被认为是 $%*E,
家族的成员之一% J1K 等 !&L"报道 CD*E? 在肝癌组

织中表达上调&且与肿瘤静脉侵袭有关*并认为肿

瘤细胞增强伴侣蛋白的表达与细胞保护功能和促

进肿瘤增生’转移有关% J54 等 !&M"研究发现 CD*+?
的 表 达 随 着 乙 肝 病 毒 +$I8)相 关 性 $NN 形 成 阶

段进展而逐渐上 调&且 CD*E? 的 表 达 与 肿 瘤 血 管

侵 袭 和 肝 内 转 移 相 关% 苏 荣 健 等 !&-"研 究 发 现&特

异 性 下 调 CD*E? 在 体 外 可 以 抑 制 $NN 的 侵 袭 和

图 L M?/. 号点的肽质量指纹图谱!O"和肽段 &&,,P+L 的串极指纹图谱!I"
Q5@12< L ’OJR)ST(QS’% 2<71A67 U=2 7;=6 M?/. (G54<>65>)

O& ;<;65B< ’% 43; U=2 7;=6 M?/.* I& 63>B<4 ’% 43; U=2 ;<;65B< &&,,PELP
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转 移 ! 在 本 研 究 中 !" #$ %&$’()*+,*%$&-.*/ 0,(.*12
0,*’$,)(, "345 !"#在 67 组中较 78 组中表达上调$
支持上述观点! 蛋白质二硫键异构酶"0,(.*12 /1)$&91/*
1)(:*,-)*$5;6#为 应 激 相 关 蛋 白$又 是 内 质 网 分 子

伴侣家族重要成员%作为酶 5;6 可催化蛋白质分子

中二硫键的形成$作为分子伴侣 5;6 在蛋白质的翻

译 及 翻 译 后 进 行 的 转 运 过 程 中 起 着 重 要 作 用 !
<*,-:(.( 等 &=!’研 究 发 现$蛋 白 质 二 硫 键 异 构 酶 结

合 蛋 白 >"0,(.*12 /1)$&91/* 1)(:*,-)*+-))(’1-.*/ >$
5;6?>#的表达与肝癌及 ?@5 水平相关! 在本研究

中 蛋 白 质 二 硫 键 异 构 酶 在 67 组 中 表 达 较 在 78
组 中 上 调$提 示 其 在 肝 癌 的 不 同 阶 段 表 达 水 平 有

差 异!
波形蛋白"A1:*2.12#为中 间 丝 蛋 白 之 一$主 要

表达于间充质来源的细胞及某些未分化细胞$但也

可能(反常)地表达于一些上皮源细胞$尤其是上皮

源肿瘤细胞 &="’! B$ 等 &=C’应用 ’;D? 微列阵和免疫

组化法发现$在肝癌细胞和肝癌组织中波形纤维蛋

白呈过表达$且波形纤维蛋白与肝癌细胞转移具有

密切的关系! 叶丽虹等 &EF’研究发现$在高转移倾向

的肝癌细胞中波形纤维蛋白表达上调! 在本研究

中波形蛋白在 67 组中较 78 组中表达上调$支持

上述观点! 原肌球蛋白".,(0(:G()12$<7#是一种细

胞骨架蛋白$与细胞移动*形态发生和调节肌动蛋

白丝等过程有关! 叶丽虹等 &EF’报道在高转移倾向

的肝癌细胞 7EB!HFE 中原肌球蛋白的表达量高于

亲本细胞! 亦有研究显示$在 BIJ 相关性 BII 中

原肌球蛋白 ! 链表达下调 &K>’! 有研究显示 <7E 在

早 期 膀 胱 癌 组 织 中 的 表 达 高 于 晚 期 膀 胱 癌 &EL’!
M1N&*G 等 &EE’研究认为$在高比例的浅表性移行细胞

癌"<II#中 存 在 着 激 活 的 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子 受

体 >"@3@4+>#突变$这种受体是经丝裂原活化蛋白

激酶信号途 径"7OP+O4P#介 导 的$因 此 在 这 些 肿

瘤中 <7 表达水平下调 是 可 能 的! 上 述 研 究 结 果

提示$<7 与肿瘤生成和转移相关$ 且作用的差异

可能与细胞特异性有关! 在本研究中$原肌球蛋白

在 67 组中较 78 组中表达下调$其机制有待进一

步研究!
综上所述$ 我们认为应用比较蛋白质组学策

略从复杂的肝癌组织标本中筛查多结节肝癌不同

细胞克隆起源的差异蛋白表达谱$ 可较理想地显

示 多 因 素 影 响 下 的 肿 瘤 细 胞 全 蛋 白 质 组 的 改 变$
为 寻 找 直 接 参 与 肿 瘤 发 生*发 展*侵 袭*转 移 的 关

键蛋白质分子拓展了思路$ 为更准确的分子分型

提供了实验依据$ 有助于阐明多结节肝癌不同细

胞克隆起源的病理生理机制$ 为临床提供可以用

于早期诊断*判断疗效*评估预后和治疗靶标等的

分子标记!
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